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CARACTERIZAÇÃO DE Salmonella sp. ISOLADA DE INDÚSTRIAS DE AVES 
BASEADA NA FORMAÇÃO DE BIOFILMES, TOLERÂNCIA A  
SANITIZANTES E RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS 
 
A formação de biofilmes por Salmonella sp. é uma preocupação para a indústria de alimentos devido 
à sua permanência nas superfícies e risco de contaminação constante do produto. Nas salas de corte 
das indústrias de abate e processamento de aves utilizam-se esteiras condutoras dos produtos, 
sendo importante caracterizar estirpes de Salmonella isoladas a partir deste local. Neste estudo foi 
avaliada a correlação da formação de biofilmes em microplacas de poliestireno, polipropileno (PP) e 
poliuretano (PU) e a presença de genes adrA e csgD relacionados aos componentes formadores da 
matriz dos biofilmes, celulose e fímbrias, respectivamente. Além disso, foi avaliada a tolerância do 
biofilme formado no PP e no PU à sanitizantes comumente utilizados na indústria (alcalino clorado, 
ácido peracético e ambos combinados). Foi avaliada a sensibilidade de Salmonella sp. frente a 
antimicrobianos e a prevalência de estirpes produtoras de ESBL. As 98 estirpes testadas eram 
originárias de quatro salas de cortes de plantas processadoras de aves. Foi avaliada a formação de 
biofilmes em placas de poliestireno após incubação de 10
8
 UFC/mL de cada estirpe em caldo Luria-
Bertani por 96h a 35ºC. A formação de biofilmes foi visualizada pela medida da absorbância em 
leitora de microplacas onde as estirpes foram classificadas em fracamente, moderadamente e 
fortemente produtoras de biofilmes. Também foi avaliada a formação de biofilmes em slides de 1 cm
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PP e PU, e um slide de cada material com e sem inóculo de Salmonella sp. foi observado ao 
microscópio eletrônico de varredura. Para a avaliação da eficácia dos sanitizantes após incubação 
por 96h para a formação do biofilme, foram realizados tratamentos por 5, 10, 15 e 30 minutos. As 
células viáveis foram removidas logo após o tratamento e após reincubação por mais 96h por meio da 
agitação em vortex de tubos com solução salina adicionados de esferas de vidro. Uma alíquota foi 
semeada em ágar TSA para a contagem de micro-organismos formadores de biofilme que ainda 
permaneceram viáveis e outra foi transferida para uma placa de 96 poços e acrescida de um 
marcador de viabilidade celular, para posterior observação em leitora de microplacas. Para o teste de 
suscetibilidade aos antimicrobianos, pelo método de difusão de disco, foram utilizados 18 agentes de 
7 classes distintas: ampicilina, cefaclor, ceftiofur, estreptomicina, tobramicina, gentamicina, amicacina, 
neomicina, enrofloxacina, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, florfenicol, sulfa/trimetoprim, tetraciclina, 
cloranfenicol, meropenem, imipenem e polimixina B. A produção de ESBL foi avaliada pelo método de 
disco-difusão dupla. A habilidade de formação de biofilmes em poliestireno foi classificada como 
fortemente somente em uma estirpe. Nas demais estirpes, em 70% a habilidade de formação de 
biofilmes foi classificada como fracamente e em 29% como moderadamente formadoras de biofilmes. 
Apesar da alta frequência de estirpes fracamente positivas, ambos os genes pesquisados foram 
encontrados em todas as estirpes. Foram observadas diferenças de adesão importantes entre o 
material comumente utilizado para avaliar a habilidade de formação de biofilmes in vitro, o 
poliestireno, e os materiais utilizados nas superfícies de onde as estirpes foram isoladas, o PP e o 
PU. Ao microscópio eletrônico de varredura a topografia do PU foi mais rugosa. Em relação ao 
desafio com sanitizantes, a partir dos slides de PP não foi possível recuperar células viáveis. Quando 
observado o PU, logo após o tratamento, a redução em relação ao controle positivo foi suficiente para 
considerar os sanitizantes eficazes. Após a reincubação, para o tratamento com ácido peracético 
essa diferença foi menor. Das 98 estirpes testadas, 86% mostraram-se multirresistentes e 45% das 
estirpes mostraram-se produtoras de ESBL pelo método utilizado. Os resultados deste estudo são um 
alerta para a segurança alimentar. Devido à importância do isolamento de estirpes com capacidade 
de formar biofilmes tanto no material usualmente testado in vitro quanto nos materiais que compõe as 
superfícies em matadouros de aves. Fato que pode incorrer em uma persistência desse micro-
organismo na indústria e consequente contaminação dos alimentos. Bem como a emergência de 
estirpes multirresistentes e produtoras de ESBL isoladas em indústrias de abate e processamento de 
aves. 
 





BIOFILM FORMATION, TOLERANCE TO SANITIZERS AND RESISTANCE TO 
ANTIMICROBIALS IN Salmonella sp. ISOLATED FROM POULTRY INDUSTRY 
 
Formation of biofilms by Salmonella sp. is a constant concern for the food industry due to their 
attachment to surfaces and risk of contamination of food products. Cutting rooms in poultry processing 
and slaughtering plants use conveyor belts in the transport of food products, and it is important  that 
Salmonella strains isolated in these sites are characterized. This study analyzed the correlation 
between biofilm formation in polystyrene microplates, polypropylene (PP) and polyurethane (PU), and 
the presence of the genes adrA and csgD, which are related to the formation of biofilm matrices, 
cellulose and fimbriae, respectively. Tolerance of the biofilm produced in PP and PU against common 
sanitizers used in the industry (chlorinated alkaline cleaners, peracetic acid, and these two compounds 
combined) was also evaluated, as well as Salmonella sp. sensitivity to antimicrobials and the 
prevalence of ESBL-producing strains. The 98 strains that were analyzed came from four cutting 
rooms in poultry processing plants. Biofilm formation in polystyrene plates was evaluated after 
incubation of 10
8 
CFU/mL of each strain in Luria-Bertani broth at 35ºC for 96h. Biofilms were assessed 
by means of absorbance in a microplate reader, and strains were classified as weak, moderate, or 
strong biofilm-producers.  Biofilm formation was also analyzed in 1-cm
2 
PP and PU slides inoculated or 
not with Salmonella sp., and analyzed by scanning electron microscopy. Sanitizer efficiency was 
evaluated after 96-h incubation for biofilm formation. Sanitizer treatments lasted 5, 10, 15 or 30 
minutes. Viable cells were removed from the surfaces soon after the treatment, and after reincubation 
for 96 h, by vortexing tubes with saline solution added of glass beads.  One aliquot was cultured in 
TSA agar to count biofilm-forming microorganisms that still remained viable, and another aliquot was 
transferred to a plate with 96 wells that was added of cell viability marker and was later on analyzed in 
the microplate reader. For the antimicrobial susceptibility test using the disk diffusion method, 18 
agents of 9 different antimicrobial classes were used: ampicillin, cephachlor, ceftiofur, streptomycin, 
tobramycin, gentamycin, amikacin, neomycin, enrofloxacin, nalidixic acid, ciprofloxacin, florphenicol, 
sulfa/trimethoprim, tetracycline, chloramphenicol, meropenem, imipenem, and polymixin B. ESBL 
production was assessed by the double disk diffusion  method. Only one strain was a strong biofilm-
producer in polystyrene. For the other strains, ability to produce microfilms  was weak in 70% of them, 
and moderate in 29% of them. In spite of the high frequency of weakly positive strains, both genes 
were found in all strains. Important differences in adhesion were observed between the material 
commonly used in the evaluation of in vitro biofilm production – polystyrene – and materials that were 
used in the surfaces were isolated, PP and PU. Scanning electron microscopy showed that PU had a 
more irregular surface. No viable cells were recovered in PP slides treated with sanitizers.  The 
reduction in viable cell counts observed in PU soon after sanitizer treatment, compared with the 
positive control, was enough to consider that sanitizers were efficient. After reincubation, this 
difference was smaller for the treatment with peracetic acid. From the 98 strains tested, 86% showed 
to be multiresistant and 45% were ESBL-producers according to the double disk diffusion method. The 
results of this study are a warning in food safety, due to the importance of the isolation of strains that 
are able to produce biofilms both on in vitro testing materials and in materials that are used as cutting 
surfaces in poultry processing plants. These microorganisms could remain in the industry and 
contaminate food products, and multiresistant and ESBL-producing strains may emerge in the poultry 
processing and slaughtering industry.  
 
Keywords: Salmonella, biofilms, sanitizer efficacy, multiresistance 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
O Brasil é o maior exportador mundial de carne de frango, seguido pelos 
EUA e União Europeia (UBABEF, 2014). Dentre as unidades federativas, o Paraná 
aparece como o maior produtor do país. Para alcançar estes patamares foi essencial 
aumentar a densidade populacional dos frangos de corte. A intensificação da 
produção colaborou com a produtividade e eficiência da indústria avícola, mas em 
contrapartida aumentou o risco de disseminação de doenças infecciosas e a 
necessidade de um maior controle da qualidade dos produtos (LANSINI, 2010). 
Existe uma inquietação do segmento avícola em relação à pressão do 
mercado consumidor a respeito da qualidade dos produtos industrializados, 
principalmente quanto à presença de micro-organismos de interesse em saúde 
pública. Para contornar essa situação, as indústrias de produtos cárneos têm 
desenvolvido medidas de prevenção na criação e dentro das plantas de abate e 
processamento. Uma ferramenta importante é o sistema Análise de Perigos e 
Pontes Críticos de Controle (APPCC) que visa à produção de alimentos seguros e é 
uma abordagem preventiva e sistemática direcionada a perigos biológicos, químicos 
e físicos, por meio da antecipação e prevenção dos mesmos, em vez de inspeção e 
testes em produtos finais (FAO, 1998). Apesar das diversas medidas tomadas terem 
reduzido a ocorrência de enfermidades transmitidas por alimentos, não se eliminou 
totalmente os riscos para o consumidor (LANSINI, 2010). 
As doenças transmitidas por alimentos (DTA) são um sério problema de 
saúde pública em todo o mundo. Entre as principais bactérias causadoras destacam-
se as do gênero Salmonella. Os alimentos de origem animal são os maiores 
responsáveis pela veiculação desse micro-organismo, principalmente as aves, 
incluindo-se os frangos de corte, que podem ser portadores assintomáticos de 
alguns sorotipos patogênicos para os humanos (GREIG & RAVEL, 2009; OLIVEIRA, 
2011). 
A caracterização fenotípica das estirpes de patógenos alimentares pela 
avaliação da habilidade de formação de biofilmes é importante uma vez que os 
biofilmes podem ser potencial fonte de contaminação. Nas indústrias que processam 
alimentos, as superfícies são constantemente expostas a micro-organismos, tanto 
deterioradores quanto patogênicos (SCHLISSELBERG & YARON, 2013). Os 
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biofilmes são difíceis de erradicar e podem permanecer viáveis no ambiente por 
longos períodos de tempo (VESTBY et al., 2009). Na área clínica, o desenvolvimento 
microbiano e a formação de biofilmes em biomateriais utilizados em implantes e 
equipamentos hospitalares são fontes importantes de infecções nosocomiais. Além 
disso, estão relacionados ao aumento da resistência a biocidas, a antibióticos e às 
defesas imunológicas do próprio hospedeiro (LEJEUNE, 2003). 
Em se tratando da segurança alimentar, os biofilmes são importantes devido 
à sua formação em alimentos, utensílios e superfícies e à dificuldade encontrada na 
sua eliminação, o que confere riscos à saúde do consumidor e prejuízos à indústria 
(FLACH et al., 2005). Na indústria de carnes, especialmente devido à quantidade de 
matéria orgânica que tende a permanecer nas superfícies, pode haver a formação 
de biofilmes. Evidenciam-se as salas de corte das indústrias de abate e 
processamento de aves em que é comum o uso de esteiras transportadoras de 
produtos, sendo importante obter informações sobre a ocorrência de patógenos 
como Salmonella. A formação de biofilmes por Salmonella é um mecanismo que as 
protege de fatores estressantes, que incluem suscetibilidade reduzida a 
antimicrobianos e tolerância a desinfetantes. Dessa forma, um estudo detalhado 
sobre a habilidade de formação de biofilmes, multirresistência a antimicrobianos e 
produção de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) por estirpes Salmonella 






2.1 Objetivo geral 
 
 
Caracterizar estirpes de Salmonella sp. isoladas de plantas de 




2.2 Objetivos específicos  
 
 
Estimar a biomassa total do biofilme em microplacas de poliestireno.  
Pesquisar a presença dos genes csgD e adrA relacionados à formação de 
biofilmes. 
Comparar a formação de biofilmes em microplacas de poliestireno com a 
formação em slides de poliuretano e polipropileno. 
Observar ao microscópio eletrônico de varredura a formação de biofilmes em 
slides de poliuretano e polipropileno. 
Realizar um ensaio da viabilidade das células bacterianas do biofilme 
formado após desafio com os sanitizantes comumente utilizados na indústria 
(alcalino clorado, ácido peracético e ambos combinados). E avaliar se uma 
reincubação dos slides aumenta a recuperação de células viáveis injuriadas pelo 
tratamento com os sanitizantes. 
Avaliar a prevalência de estirpes multirresistentes a antimicrobianos e 
produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL). 
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3.1.1 Aspectos gerais  
 
 
A maior parte da atividade bacteriana na natureza não ocorre com as células 
individualizadas crescendo na forma planctônica (livre), e sim com as bactérias 
sésseis, organizadas em biofilmes. Um biofilme consiste em um grupo de células 
bacterianas organizadas em diferentes graus de complexidade, aderidas a uma 
superfície biótica ou abiótica e cercadas por uma matriz de polímero orgânico, o 
exopolissacarídeo (EPS) (O’TOOLE et al., 2000; SAUER, 2003).  
Estima-se que os micro-organismos constituam menos de 10% da massa de 
um biofilme, enquanto que os 90% restantes sejam de material extracelular 
(FLEMMING & WINGENDER, 2010). Os demais componentes como água, 
polissacarídeos e outras macromoléculas também contribuem para a 
heterogeneidade da matriz dos biofilmes e para a sua função multicelular 
(PRAKASH et al., 2003). Além destes componentes, os biofilmes possuem 
microcanais internos, úteis na distribuição de nutrientes e água, no escoamento de 
metabólitos e enzimas necessários para a sobrevivência das células e para a 
distribuição de moléculas sinalizadoras de quorum sensing (CASALINI, 2008; BOARI 
et al., 2009). O quorum sensing (QS) é um sistema de comunicação entre células 
bacterianas, sejam elas da mesma espécie ou de espécies diferentes. É mediado 
por diferentes sinais químicos semelhantes a hormônios (autoindutores) que são 
sintetizados e secretados pelas próprias bactérias (BOYEN et al., 2009). Vários 
patógenos importantes em medicina veterinária, como Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium usam o QS para otimizar a 
expressão de genes de virulência e a colonização do hospedeiro (BOYEN et al., 
2009). Alguns autores correlacionam o QS com a capacidade de formação de 
biofilmes em diferentes espécies bacterianas como Escherichia coli O157:H7, 
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Salmonella (YOON & SOFOS, 2008), Klebsiella pneumoniae (BALESTRINO et al., 
2005) e Listeria monocytogenes (BELVAL et al., 2006). 
Na literatura são relatados diferentes mecanismos para explicar a formação 
de biofilmes. Contudo, há um consenso de que ocorre uma etapa reversível e outra 
irreversível. A etapa reversível é determinada por variáveis físico-químicas, como 
interações hidrofóbicas, forças eletrostáticas, forças de van der Walls, temperatura e 
forças hidrodinâmicas, que vão regular a adesão entre a célula bacteriana e o 
substrato. Na etapa irreversível, ocorre uma mediação molecular entre adesinas e 
superfície, em que o micro-organismo consolida sua adesão por meio da produção 
de EPS e ligação dos receptores específicos presentes nas fímbrias com a 
superfície do material (KUMAR & ANAND, 1998; BOARI et al., 2009; RODRIGUES 
et al., 2009; HOUDT, VAN; MICHIELS, 2010). Por outro lado, Monds & O’Toole 
(2009) são contra a existência de um conceito consolidado e discutem um segundo 
modelo para a formação de biofilmes. Eles defendem que a formação de biofilmes é 
muito mais influenciada pela adaptação do metabolismo individual das células à 
mudança no microambiente que as cerca do que pelos fatores genéticos. Além 
disso, preconizam que o desenvolvimento dos biofilmes deve ser continuamente 
estudado, e que ainda está longe de ser totalmente compreendido (MONDS; 
O’TOOLE, 2009).   
Elucidar a formação de biofilmes e o QS, bem como obter informações 
moleculares detalhadas sobre esses mecanismos pode contribuir para o 
desenvolvimento de métodos para o controle da adesão bacteriana (HORI & 
MATSUMOTO, 2010; STEENACKERS et al., 2012).  
 
 
3.1.2 Importância para indústria de alimentos 
 
 
Muitas contaminações ou recontaminações ocorrem em diferentes indústrias 
de alimentos. A maioria delas está relacionada à formação de biofilmes e diversos 
micro-organismos deteriorantes ou patogênicos são associados a este problema 
(CASALINI, 2008; SHI & ZHU, 2009; OLIVEIRA et al., 2010).  
As atividades dos biofilmes para a indústria de alimentos podem ser 
classificadas como benéficas ou prejudiciais. Dentre os benefícios estão a produção 
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de fermentados, o tratamento de efluentes e de água potável e a produção de 
biopolímeros para usos diversos (CASALINI, 2008). Já em relação aos prejuízos 
para a indústria, além da degradação dos alimentos e redução do tempo de 
prateleira, os biofilmes são importantes devido à sua formação em utensílios e 
superfícies, fonte crônica de contaminação e à dificuldade em sua remoção.  
Os biofilmes também são uma ameaça à saúde pública quando presentes 
em alimentos não industrializados como brotos, vegetais frescos e frutos. Por vezes 
a contaminação ocorre durante o transporte e embalagem, mas também existem 
relatos de micro-organismos aderidos ou incorporados aos produtos íntegros 
(STEENACKERS et al., 2012; SREY et al., 2013). Salmonella por exemplo, pode 
contaminar frutas, legumes e verduras por meio de dejetos na água ou solo oriundos 
de fertilização com adubo animal contaminado ou más condições sanitárias e de 
tratamento de águas residuais (CORCORAN, 2013). E a partir desta contaminação 
inicial permanecer aderida aos alimentos na forma de biofilme.  
Assim como nos vegetais consumidos crus, os biofilmes são de suma 
importância nos alimentos chamados RTE (Ready-to-eat), que não passam por 
nenhum processo de preparo que poderia inativar os micro-organismos que tenham 
se aderido em qualquer etapa do processamento. Com destaque aos patógenos L. 
monocytogenes e E. coli O157:H7 (GARRIDO et al., 2009; SILAGYI et al., 2009; 
OLIVEIRA et al., 2010; SREY et al., 2013). 
Na indústria de laticínios, a formação de biofilmes eleva a carga microbiana 
e o desprendimento de porções aderidas eventualmente contamina os produtos  
(FLACH et al., 2005; CASALINI, 2008). Os gêneros mais relatados na formação de 
biofilmes nesse segmento da indústria são Listeria (WAAK et al., 2002), Enterobacter 
(SALO et al., 2006), Lactobacillus, Micrococcus, Streptococcus e Bacillus (SHARMA 
& ANAND, 2002; SREY et al., 2013). Os produtos lácteos podem também ser 
contaminados com Salmonella devido a práticas de ordenha com higiene deficitária 
(CORCORAN, 2013). 
Na indústria de processamento de pescado e frutos do mar, além das 
superfícies dos equipamentos a qualidade da água está muito relacionada com a 
formação de biofilmes. Os principais micro-organismos relacionados são dos 
gêneros Vibrio e Aeromonas, além de L. monocytogenes, Salmonella spp., Bacillus 
spp. e Pseudomonas spp. (SREY et al., 2013).  
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A formação de biofilmes na indústria de processamento de carne bovina está 
relacionada ao inevitável acúmulo de matéria orgânica nas superfícies (SREY et al., 
2013). Além disso, alguns autores têm observado maior prosperidade de biofilmes 
multiespecíficos, no caso da indústria de carne bovina formados por E. coli O157:H7 
e Acinetobacter calcoaceticus (HABIMANA et al., 2010). Esse comportamento é 
citado também para outros micro-organismos e decorre da coagregação, conjugação 
e proteção contra compostos com atividade antimicrobiana devido à reunião dos 
recursos bioquímicos e da própria organização espacial das diferentes espécies 
(BURMØLLE et al., 2006; STEWART & FRANKLIN, 2008).     
Nas indústrias de abate e processamento de aves muitos fatores de risco 
são relacionados à contaminação do produto final por patógenos e micro-
organismos deterioradores de uma maneira geral, principalmente Salmonella que é 
uma bactéria patogênica de grande importância na cadeia produtiva de frangos de 
corte (MARIN et al., 2009). Além de Salmonella, outro patógeno importante na 
indústria de aves é Campylobacter (SREY et al., 2013), cuja habilidade de formação 
de biofilmes também já foi demonstrada (TRACHOO et al., 2002). 
 
  
3.1.3  Biofilmes formados por Salmonella spp. 
 
 
Os micro-organismos do gênero Salmonella são bacilos Gram negativos, 
pertencentes à família Enterobacteriaceae, com mais de 2.610 sorovares descritos 
(GUIBOURDENCHE et al., 2010). O gênero Salmonella consiste somente em duas 
espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta última dividida em 
seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica subespécie salamae, 
S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica 
subespécie houtenae e S. enterica subespécie indica (POPOFF et al., 2003, 2004; 
TINDALL et al., 2005). 
Salmonella é um patógeno zoonótico comumente encontrado no trato 
gastrointestinal de animais de produção, domésticos e silvestres, existindo inúmeras 
maneiras deste micro-organismo contaminar os alimentos sendo que os de origem 
animal são os maiores responsáveis pela veiculação de Salmonella, especialmente 
os produtos avícolas (GREIG & RAVEL, 2009; CORCORAN, 2013). 
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Durante o abate de frangos, o extravasamento do conteúdo intestinal 
oriundo de aves portadoras pode atingir superfícies e acarretar contaminação 
cruzada. Além disso, Salmonella pode contaminar ovos durante a manipulação, 
quando na casca houver sujidades contaminadas ou infiltrar-se através de fissuras 
(CORCORAN, 2013). A contaminação dos ovos também pode ocorrer por 
transmissão vertical (transovariana), e mesmo na ausência de infecção intestinal é 
possível isolar Salmonella em ovários de poedeiras (BERCHIERI et al., 2001). Dada 
a importância epidemiológica que Salmonella tem para os alimentos e, em especial, 
para os produtos de origem avícola, sua ausência nos produtos finais é uma busca 
constante, porém a sua eliminação é difícil. Isto se deve, em grande parte, pela 
capacidade que Salmonella tem de se adaptar a diversos tipos de substratos e 
sobreviver a condições adversas por sua habilidade de formar biofilmes 
(CORCORAN, 2013). Para isso, existem quatro componentes principais na formação 
de biofilmes por Salmonella: fímbrias Curli, celulose, polissacarídeos capsulares e 
lipopolissacarídeos (LPS) (CORCORAN, 2013).  
O apêndice denominado Curli, anteriormente chamado de “thin highly 
aggregative fibers” (Tafi), que numa tradução livre seriam fibras de agregação 
altamente finas, é um dos principais componentes da matriz de EPS (RÖMLING et 
al., 1998). As fímbrias Curli têm sido associadas a vários processos no 
desenvolvimento do biofilme, incluindo invasão do hospedeiro, colonização, contato 
célula-a-célula e motilidade (HOUDT et al. 2010; STEENACKERS et al., 2012). A 
expressão das fibras Curli é controlada pelo gene csgD (gene da subunidade Curli), 
organizado em dois operons csgBAC e csgDEFG (GERSTEL & RÖMLING, 2003) 
localizados no cromossomo (GRANTCHAROVA et al., 2010). O csgD foi 
previamente denominado agfD (thin aggregative fimbria) em S. Typhimurium 
(RÖMLING et al., 1998).  Römling et al. (2000) após deleção do gene csgD 
observaram perda da capacidade de produção da matriz. No entanto, estudos 
posteriores conduzidos por Malcova et al. (2008) demonstraram que as fímbrias Curli 
e a celulose são importantes, mas não essenciais para a formação de biofilmes por 
S. Typhimurium. Estes autores observaram em 5% das estirpes uma estratégia 
alternativa para a formação de biofilmes dependente apenas da superprodução de 
polissacarídeo capsular. 
A celulose é um polímero de glicose que desempenha um papel 
considerável na formação de biofilmes (SOLANO et al., 2002). A produção de 
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celulose é regulada pelo gene adrA (SOLANO et al., 2002), expressa a partir de um 
plasmídeo (ZOGAJ et al., 2001) e co-regulada pelo gene csgD (RÖMLING et al., 
2003). Römling (2002) sugere que a produção de celulose esteja sujeita a pressão 
seletiva e sob certas condições não ocorra, como por exemplo, em estirpes isoladas 
de doenças invasivas. Em S. Weltevreden, um sorotipo prevalente em surtos 
associados a consumo de frutos do mar, Bhowmick et al. (2011) observaram que o 
gene gcpA (que codifica uma proteína) é crucial para a síntese de celulose. Nesse 
estudo a expressão dos genes csgD e adrA também foi avaliada por PCR real-time, 
que nas baixas concentrações de nutrientes testadas foi menor do que a expressão 
do gcpA (BHOWMICK et al., 2011). Curli e celulose combinados formam a matriz 
dos biofilmes, ou o EPS (GERSTEL & RÖMLING, 2003), e pode haver interação 
entre a expressão de Curli e celulose dependendo das particularidades da célula ou 
substrato (GUALDI et al., 2008). 
O polissacarídeo capsular é relacionado a persistência bacteriana no 
ambiente e diferentemente de Curli e celulose não está relacionado ao arranjo 
estrutural dos biofilmes (GIBSON et al., 2006). Apesar de ter um papel importante na 
formação de biofilmes, o polissacarídeo capsular não é necessário para a fixação de 
S. enterica em vidro e poliestireno (STEENACKERS et al., 2012; CORCORAN, 
2013). Por último os lipopolissacarídeos, que além de desempenharem relevante 
função nas bactérias Gram negativas na forma planctônica, também atuam na 
formação de biofilmes (CORCORAN, 2013). A deleção de genes relacionados aos 
LPS resulta na diminuição da formação de biofilmes ou perda total dessa habilidade 
(KIM & WEI, 2009; CORCORAN, 2013).  
Para identificação fenotípica dos componentes dos biofilmes, diversos 
autores analisam a morfologia das colônias em placas de ágar Luria-Bertani com 
adição de corantes indicadores (Vermelho Congo, Azul Brilhante Coomassie e 
Calcofluor) (RÖMLING et al., 1998; SOLANO et al., 2002; MALCOVA et al., 2008; 
STEENACKERS et al., 2012) que facilitam a detecção da celulose e das fímbrias 
Curli (RÖMLING et al., 1998). 
  
 





Diversos ensaios baseados nas características fenotípicas têm sido 
descritos para a avaliação da formação de biofilmes. Os principais consistem em: 
avaliação da biomassa (quantificam a biomassa de células vivas e mortas), ensaios 
de viabilidade das células (contagem de micro-organismos e ensaios colorimétricos) 
e quantificação dos componentes específicos da matriz (PEETERS et al., 2008). 
Um método muito utilizado na literatura é a avaliação de biomassa em 
microplacas de poliestireno de 96 poços (RODRIGUES et al., 2009; DÍEZ-GARCÍA 
et al., 2012; LIANOU & KOUTSOUMANIS, 2012; WANG et al., 2013), principalmente 
devido ao alto rendimento (podem ser avaliadas várias estirpes em uma única placa) 
e facilidade de utilização (CORCORAN, 2013). Nesse método os micro-organismos 
são cultivados numa placa de microtitulação à temperatura ideal na presença de 
nutrientes (preferencialmente caldo Luria-Bertani), de 2-28 dias (dependendo do 
modelo experimental). Em seguida, é realizada a medida da absorbância do biofilme 
após o uso de um corante indicador, em geral utiliza-se cristal violeta. Este método 
avalia condições estáticas, podendo não refletir as condições reais na indústria, 
onde um biofilme geralmente está em contato com um fluxo de líquidos e nutrientes 
(CORCORAN, 2013). Além disso, as propriedades da superfície das placas de 
microtitulação de poliestireno podem não refletir fielmente o aço inoxidável, o vidro e 
superfícies plásticas normalmente encontradas em indústrias de processamento de 
alimentos (HYDE et al., 1997). 
A avaliação fenotípica de biofilmes pode ser relacionada com diversas 
características como, resistência aos antimicrobianos (PUFFAL, 2013) e sorotipo de 
Salmonella (DÍEZ-GARCÍA et al., 2012; WANG et al., 2013). Nos estudos de 
diferentes sorotipos, Wang et al. (2013) observaram que dentre aqueles isolados de 
um abatedouro de aves na China, quantidades relativamente altas de biofilme foram 
produzidas pelos isolados de S. Agona, S. Infantis e S. Indiana. Enquanto que Díez-
Garcia et al. (2012) em amostras isoladas de carcaças de frango na Espanha 
encontraram maior habilidade de formação de biofilmes nos sorotipos S. Agona e S. 
Typhimurium. 
As propriedades físico-químicas da superfície, em especial a 
hidrofobicidade, exercem influência sobre a adesão dos micro-organismos. A adesão 
microbiana melhora com o aumento da hidrofobicidade, tanto dos micro-organismos 
quanto do substrato (BRUINSMA et al., 2001). E o tempo de incubação é 
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inversamente proporcional à hidrofobicidade, ou seja, após 24h de crescimento a 
hidrofobicidade reduz (RODRIGUES et al., 2009). 
Alguns estudos avaliaram a formação de biofilmes em diversas superfícies 
comumente encontradas em utensílios, maquinários e equipamentos nas instalações 
da indústria de alimentos (JOSEPH et al., 2001; VESTBY et al., 2009; PATEL & 
SHARMA, 2010). Algumas superficies podem permitir a adesão de micro-
organismos mais facilmente do que outras, por exemplo, Nguyen et al. (2014) 
demonstraram que a adesão de S. Typhimurium ao aço inoxidável foi maior do que 
ao acrílico (NGUYEN et al., 2014). Este dado diverge de uma informação bastante 
difundida de que a adesão ocorre mais facilmente às superfícies hidrofóbicas 
(plásticos) do que às hidrofílicas (vidro ou metais) (DONLAN & COSTERTON, 2002), 
mostrando falta de consenso em relação a essa característica.  
Schlisselberg & Yaron (2013) num estudo de biofilmes em aço inoxidável 
observaram que o acabamento da superfície, além do tipo também colabora para a 
formação de biofilmes. Os resultados apontaram que a superfície mais polida além 
de proporcionar a formação do biofilme com menor altura foi mais facilmente 
desinfetada com cloro.  
Além do aço inoxidável, os plásticos também são materiais bastante 
utilizados na indústria de alimentos, com destaque para o poliuretano e 
polipropileno, avaliados na presente pesquisa. Adicionalmente à utilização na 
indústria, o poliuretano (PU) junto com policloreto de vinil (PVC) compõe os 
principais materiais usados em sondas destinadas a alimentação enteral. Hurrel et 
al. (2009) observaram que Cronobacter sakazakii, sorotipos de Salmonella e outras 
espécies da família Enterobacteriaceae demonstraram habilidade de crescer em PU 
e PVC, o que atenta para o risco de infecções oportunistas em pacientes 
hospitalizados, especialmente neonatos. 
A formação de biofilmes por isolados clínicos em polipropileno (PP) também 
tem sido avaliada, pois esse material é amplamente utilizado em fios de sutura 
empregados na correção de hérnias. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis 
e Enterobacter cloacae demonstraram capacidade de formar biofilmes em cultura 
pura ou com as três espécies combinadas (STOODLEY et al., 2012). Também tem 
sido demonstrado que anti-inflamatórios não esteroidais reduzem a formação de 
biofilmes por S. aureus e E. coli em fios de sutura de PP (REŚLIŃSKI et al., 2013).  
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Em indústrias de processamento de alimentos Jerônimo et al. (2012) 
observaram em S. aureus isolados de superfícies uma significativa habilidade de 
formação de biofilmes em PP. Flach et al. (2005) avaliaram a formação de biofilmes 
em PP em contato com leite e identificaram diversos fatores de virulência nos 
isolados que se aderiram e foram identificados.  
Uma alternativa para evitar a formação de biofilmes em superfícies plásticas 
é alterar a confecção do material e incluir uma substância biocida no polímero. 
Laitman et al. (2014) avaliaram a inibição da adesão bacteriana acarretada pela 
modificação da superfície do PP por ozonólise seguida da inclusão de flúor vinílico 
no polímero. Quando o crescimento microbiano foi comparado com PP sem 
modificação, na superfície alterada foi observada redução de 86% em E. coli e 37% 
em Listeria. Também tem sido testados compostos específicos e protocolos 
combinados que atuem na eliminação dos biofilmes formados (STEENACKERS et 
al., 2012; SREY et al., 2013). No entanto, a melhor maneira de se controlar os 
biofilmes é a prevenção, aplicando-se adequadamente os procedimentos de higiene 
operacional (PPHO). 
Alguns autores testaram a formação de biofilmes em diversas condições de 
incubação, diferentes temperaturas, pH e nutrientes. Galvão et al. (2012) testaram a 
habilidade de adesão de Listeria monocytogenes em diferentes concentrações de 
inóculo, disponibilidade de nutrientes, concentração de NaCl, tempo de incubação e 
pH. Não encontraram relação entre fatores estressantes e adesão. Contudo, estirpes 
de Salmonella Heidelberg isoladas de um abatedouro avícola formaram mais 
biofilmes em meio de cultivo sem adição do que em meio com adição de glicose 
(RODRIGUES et al., 2009). Como também já haviam comprovado Stepanović et al. 
(2004), Salmonella spp. produzem mais biofilmes em meios de cultura pobres em 
nutrientes enquanto L. monocytogenes produz mais em meios enriquecidos. 
Em geral a bibliografia dispõe que a formação de biofilmes por Salmonella 
spp. aumenta em condições desfavoráveis. Lianou & Koutsoumanis (2012) 
avaliando S. enterica isoladas de humanos e bovinos observaram maior formação de 
biofilmes em condições de pH, temperatura e concentração de NaCl menos 
favoráveis ao desenvolvimento desse micro-organismo. Resultados similares foram 
encontrados por Nguyen et al. (2014) que identificaram um aumento na formação de 
biofilmes com a elevação da temperatura e pH neutro.  
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Diversos ensaios avaliaram inibidores específicos dos biofilmes e um 
problema nesse tipo de estudo é a falta de uma metodologia padrão para avaliação 
das células viáveis. Apesar de ser amplamente utilizado, o ensaio com cristal violeta 
possui algumas limitações, avalia apenas a biomassa, não as células viáveis 
(SANDBERG et al., 2009). Nesse sentido, surgem os ensaios colorimétricos. Esses 
métodos podem ser empregados em células eucariotas de mamíferos (ROEHM et 
al., 1991; BERRIDGE et al., 2005), em leveduras ou bactérias especialmente após 
exposição a fatores estressantes como agentes antimicrobianos, sanitizantes entre 
outros (TSUKATANI et al., 2008; LAGHA et al., 2012a).  
Uma das metodologias comumente empregadas é o uso de sais de 
tetrazólio. Os sais de tetrazólio são compostos orgânicos heterocíclicos de cor 
amarela que substituem o aceptor normal de elétrons (O2) nos processos biológicos 
de redução (CARDOSO, 2004). São incorporados como marcadores colorimétricos 
de potencial redox nas células, penetram nos componentes celulares com atividade 
de desidrogenase como a mitocôndria por exemplo, e são convertidos a derivados 
de formazan de cor laranja (TELLIER et al., 1992; KUHN et al., 2003). Um dos sais 
mais usados é o 2,3-bis (2-metoxi-4nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamnocarbonil-
tetrazolium) (XTT). Em células metabolicamente ativas o XTT é reduzido através da 
aceitação de elétrons por ação enzimática (de substâncias do sistema de transporte 
de hidrogênio), ou por ação química (de transportadores de elétrons artificiais) 
(KUHN et al., 2003). Os transportadores de elétrons artificiais utilizados comumente 
são a menadiona ou metasulfato de fenazina e têm como função promover a reação 
entre as células e o sal utilizado (TELLIER et al., 1992). 
Os derivados de formazan são solúveis em água, sendo relativamente 
simples a sua quantificação por inspeção visual ou espectrofotometria em 
sobrenadantes celulares. Este aspecto é importante no estudo de biofilmes, porque 
permite efetuar estudos de suscetibilidade e de avaliação de atividade celular, sem 
que para tal seja necessário haver destruição da sua estrutura (CARDOSO, 2004). O 
XTT tem sido amplamente utilizado para avaliação do efeito antifúngico de diferentes 
compostos sobre a levedura Candida, seja na forma planctônica ou séssil (KUHN et 
al., 2003; CARDOSO, 2004; HONRAET et al., 2005; BETTIO, 2010; PIVA et al., 
2011). Em ensaios com Salmonella, o XTT foi utilizado por Lagha et al. (2012b) e 
Abdallah et al. (2014) para quantificar o biofilme formado em microplacas de 
poliestireno em substituição ao tradicional cristal violeta. No entanto, é necessário 
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cautela ao traçar comparações na atividade metabólica entre estirpes ou espécies 
de micro-organismos, devido às suas sensibilidades individuais aos sais de tetrazólio 
(BETTIO, 2010).  
 
 
3.3 Resistência de biofilmes de Salmonella spp. frente a fatores estressantes 
 
 
3.3.1 Tolerância a desinfetantes 
 
 
Segundo a Portaria 101 do Ministério da Agricultura Pecuária e 
Abastecimento - MAPA de 11 de agosto de 1993 (BRASIL, 1993): 
 O termo "desinfetante” é comumente empregado para designar 
substâncias capazes de destruir micro-organismos patogênicos não 
esporulados em curto espaço de tempo, quando aplicado a objetos 
inanimados. Sanitizantes são desinfetantes que reduzem o número de 
micro-organismos a níveis considerados seguros para a saúde pública, 
porém como a grande maioria dos produtos comercializados encontra-se 
rotulado como "desinfetante" qualquer germe patogênico que se mostrar 
resistente ao desinfetante na maior diluição recomendada pelo fabricante é 
motivo de reprovação. 
 
Nesta Portaria também estão as recomendações para a verificação da 
eficácia dos desinfetantes, sendo utilizados nesses testes fontes de matéria orgânica 
para melhor reprodução das condições de uso (BRASIL, 1993). No entanto, somente 
são avaliados micro-organismos na forma planctônica, não são testados os 
biofilmes. 
Para ser considerado eficaz um sanitizante usado em suspensão deve 
reduzir a população bacteriana em 5 log10 (RIAZI & MATTHEWS, 2011). Em células 
aderidas a uma superfície, Møretrø et al. (2009) afirmam que é necessária uma 
redução de pelo menos 4 log10.  
Quando comparado o estilo de vida das células bacterianas de Salmonella 
spp., observou-se que as planctônicas são mais sensíveis a sanitizantes do que as 
sésseis (JOSEPH et al., 2001). Em outro estudo, comparando a exposição constante 
(durante 144h) de células planctônicas e sésseis, os autores também observaram 
uma maior adaptação e sobrevivência das células aderidas (MANGALAPPALLI-
ILLATHU et al., 2008). 
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Outros autores correlacionaram diferentes condições de incubação 
(superfície, temperatura e idade do biofilme) para formação de biofilmes com a 
resistência aos sanitizantes (NGUYEN & YUK, 2013). Foi observado que a superfície 
não teve efeito sobre a resistência aos sanitizantes e o pH e a temperatura foram 
dependentes da idade do biofilme. O’Leary et al. (2013) avaliando S. Typhimurium 
isoladas de suínos notaram que estirpes que facilmente formaram biofilmes nas 
superfícies testadas (aço inoxidável e plástico) foram as que mais sobreviveram às 
altas concentrações de cloro. 
Existem muitos métodos para avaliar a atividade dos desinfetantes. O 
método escolhido para uma pesquisa deverá simular situações reais. A maioria dos 
desinfetantes na concentração recomendada pelo fabricante é eficaz contra 
Salmonella em testes de suspensão. Contudo, diversos fatores podem reduzir o 
efeito de desinfecção, como a presença de matéria orgânica e a elevada densidade 
de células bacterianas que ocorre nos biofilmes (MØRETRØ et al., 2012).  
Vale ressaltar que nos testes para verificação de eficácia de desinfetantes 
Cerf et al. (2010) propõem a utilização do termo “tolerância” em substituição a 
“resistência” devido às diferenças em relação aos testes com antimicrobianos. 
Embora biocidas e antimicrobianos tenham particularidades distintas, em se tratando 
da resistência dos biofilmes alguns mecanismos se aplicam a ambos (GILBERT et 
al., 2002) e serão abordados com mais detalhes no próximo item. 
 
   
3.3.2  Resistência a antimicrobianos e produção ESBL 
 
 
A alta prevalência de estirpes de Salmonella spp. isoladas de alimentos de 
origem animal resistentes a antimicrobianos tem sido relatada no mundo inteiro. 
Como visto anteriormente, Salmonella é um dos principais agentes causadores de 
gastroenterite de origem alimentar resultando, em sua maioria, em uma diarreia 
auto-limitante não necessitando de tratamento antimicrobiano. Contudo, a 
antibioticoterapia torna-se necessária quando ocorre a disseminação pela corrente 
sanguínea e complicações como meningite, mais comumente em crianças, idosos e 
imunocomprometidos sendo as fluoroquinolonas e as cefalosporinas os agentes de 
eleição (MIRIAGOU et al., 2004).  
30 
 
A resistência de biofilmes microbianos a uma vasta variedade de agentes 
antimicrobianos está claramente associada com a organização das células 
bacterianas dentro da matriz polimérica. Essa organização reduz a penetração do 
agente antimicrobiano no biofilme. Ainda, as células sob condições de estresse, em 
taxas de crescimento lento e restrição de nutrientes podem expressar fenótipos 
relacionados a mecanismos de resistência aos antimicrobianos (GILBERT et al., 
2002). Isto se deve à troca de material genético entre as bactérias, especialmente 
genes que codificam a resistência a antimicrobianos já que nos biofilmes a 
multiplicação é menor, mas a taxa de conjugação é maior (GHIGO, 2001).  
Adicionalmente, foi sugerido que a taxa de crescimento lento de algumas 
células no interior do biofilme não decorre somente da limitação de nutrientes e sim 
devido à resposta ao estresse induzido pela elevada densidade celular (MAH & 
O’TOOLE, 2001). Essa teoria está relacionada ao aumento da expressão do fator 
sigma da RNA polimerase (RpoS), descrito especialmente em enterobactérias como 
Salmonella spp. e E. coli, que originalmente acreditava-se estar envolvido apenas 
com a fase de crescimento estacionária (MAH & O’TOOLE, 2001; DODD & 
ALDSWORTH, 2002). No entanto, estudos posteriores sugeriram que o RpoS é 
induzido pela densidade celular elevada (LIU et al., 2000), condição que ocorre nos 
biofilme por exemplo (MAH & O’TOOLE, 2001). O RpoS controla a expressão de 
mais de 40 genes e operons. Estes incluem genes envolvidos na resistência ao 
estresse, responsáveis pela adaptação ácida exibida por alguns patógenos e 
também podem expressar proteção cruzada para outras condições de estresse 
como temperatura, irradiação, biocidas e antimicrobianos (DODD et al., 2007; 
PEREZ, 2008). 
A maior resistência aos antimicrobianos de células aderidas em relação as 
livres é verificada em diferentes espécies bacterianas, em Staphylococcus coagulase 
negativa (CERCA et al., 2005), Klebsiella pneumoniae (ANDERL et al., 2000), 
Pseudomonas aeruginosa (BROOUN et al., 2000) entre outras. Embora os 
mecanismos moleculares responsáveis por essa resistência não estejam 
completamente elucidados, em Escherichia coli alguns estudos sugerem a influência 
de bombas de efluxo nesse processo (MAIRA-LITRAN et al., 2000). Acredita-se que 
originalmente o mecanismo de efluxo foi induzido por diferentes desinfetantes 
(MØRETRØ et al., 2012). Devido a diferença de resistência observada em células 
livres e aderidas, alguns autores sugerem um mecanismo de resistência adaptável, 
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em vez de uma alteração genética propriamente dita (BROOUN et al., 2000; 
STEWART & COSTERTON, 2001; STEWART, 2002). 
Há também a teoria das células persistentes, que seria uma fração pequena 
de células num estado altamente protegido, semelhante a esporos (STEWART & 
COSTERTON, 2001). Concedendo resistência aos antimicrobianos e aos 
desinfetantes. Fato que explicaria também a diferença de sensibilidade nas células 
planctônicas e sésseis, já que a frequência de células persistentes nos biofilmes é 
mais elevada (STEWART, 2002). 
Em Salmonella, quando avaliada a relação da resistência a antimicrobianos 
com a formação de biofilmes, Puffal (2013) constatou que a maioria (89,4%) das 
estirpes envolvidas em surtos no sul do Brasil e nove de outros países que 
mostraram resistência a pelo menos um antimicrobiano foi capaz de formar biofilme. 
Malcova et al. (2008) afirmam que a presença da ilha genômica 1 (SGI1) em 
Salmonella, além da resistência a antimicrobianos também aumenta o potencial de 
formação de biofilmes. Enquanto que Wang et al. (2013) avaliando Salmonella 
isoladas de carcaças e de superfícies de contato em plantas processadoras, não 
encontraram uma correlação positiva entre a formação de biofilmes e resistência a 
antimicrobianos. Constataram que a formação de biofilmes foi dependente das 
condições de incubação. Outros estudos defendem que concentrações sub-
inibitórias de desinfetantes levem a um pequeno, mas estatisticamente significativo 
aumento no isolamento de estirpes de Salmonella multirresistentes (RANDALL et al., 
2004; RANDALL et al., 2007). 
Assim como os testes com sanitizantes, na maioria dos ensaios realizados 
com antimicrobianos são avaliadas somente as células em suspensão. As pesquisas 
com antimicrobianos em Salmonella spp. frequentemente investigam a resistência 
frente a fluoroquinolonas e nas últimas duas décadas tem se dado ênfase à 
produção de beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) (THRELFALL, 2002; LI et 
al., 2007). Geralmente a resistência a cefalosporinas em Enterobacteriaceae é 
devido à produção de beta-lactamases de amplo espectro, tais como ESBL e beta-
lactamase AmpC (JONG et al., 2014). O termo ESBL refere-se a qualquer beta-
lactamase, geralmente adquirida e não intrínseca a uma espécie, que pode 
rapidamente hidrolisar ou conferir resistência a uma oximino-cefalosporina, ou 
qualquer beta-lactamase mutante que tenha uma atividade semelhante (MIRIAGOU 
et al., 2004; LIVERMORE, 2008; NOGUEIRA-MIRANDA et al., 2012).  
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Estudos sobre a produção de ESBL por Klebsiella spp., Enterobacter spp. e 
Escherichia coli isolados de amostras clínicas de humanos são amplamente 
realizados, devido à falta de sucesso terapêutico para esses micro-organismos não 
restrito às cefalosporinas. Isso ocorre, pois os genes de resistência são transmitidos 
por plasmídios que frequentemente carreiam também genes de resistência a outros 
antibióticos como fluoroquinolonas (BONNET et al., 2001;  SOULI et al., 2010; 
CRÉMET et al., 2011; QUEIROZ et al., 2012; OLIVEIRA, 2013; NOGUEIRA et al., 
2014). Outros autores relatam a presença de ESBL em micro-organismos isolados a 
partir de produtos alimentícios (STUART et al., 2012; RYU et al., 2012;  OJER-USOZ 
et al., 2013). No entanto, segundo Blanc et al. (2006) em E. coli e Salmonella spp. 
essa pesquisa teve início posteriormente. Alguns autores descrevem a produção de 
ESBL por Salmonella spp. isoladas de animais (BLANC et al., 2006; DIERIKX et al., 
2010; WASYL & HOSZOWSKI, 2012; CLEMENTE et al., 2014; JIANG et al., 2014), 
sendo menos frequentes os relatos em produtos de origem animal (HASMAN et al., 
2005; CLEMENTE et al., 2013; EGERVÄRN et al., 2014). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
  
 
4.1 Estirpes testadas 
 
 
As 98 estirpes foram isoladas em um estudo prévio conduzido por Viana 
(2014) de esteiras transportadoras em salas de corte de plantas processadoras de 
aves habilitadas para exportação localizadas no estado do Paraná e com abate 
diário superior a 160 mil aves. Para a pesquisa de Salmonella nas superfícies das 
esteiras foram utilizadas esponjas (Nasco Whirl-Pak™) pré-hidratadas com 10 mL de 
solução salina peptonada 0,1% e uma área de 400 cm2 foi amostrada. A detecção 
de Salmonella seguiu a metodologia recomendada pela Food and Drug 
Administration (FDA – USA), publicada no Bacteriological Analytical Manual 
(ANDREWS & HAMMACK, 2007). A confirmação de gênero foi realizada por meio 
de testes bioquímicos, sorologia e reação em cadeia da polimerase (PCR). A PCR 
seguiu protocolo conforme Almeida et al. (2014). As diferentes origens são 
mostradas na Tabela 1. 
Tabela 1 - Amostras de Salmonella sp. utilizadas no estudo conforme a sala de corte de origem, tipo 




Sala de corte Lisa Modular Total 
1 11 15 26 
2 13 10 23 
3 7 12 19 
4 17 13 30 




4.2  Formação de biofilmes em placas de poliestireno 
 
  
Para o teste de formação de biofilmes em poliestireno cada estirpe foi 
reativada em caldo infusão de cérebro e coração BHI (Difco™) e incubada a 37ºC 
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por 24h, submetida à diluição até 108 UFC/mL (escala 0,5 de MacFarland) utilizando-
se caldo Luria-Bertani LB (Difco™). Quatro alíquotas de 200 μL foram semeadas em 
quatro poços em microplaca de poliestireno de 96 poços com fundo chato (Nest®), 
procedimento realizado para cada estirpe em estudo. Além disso, cada placa 
possuía oito poços controles, sendo quatro inoculados com Salmonella Typhimurium 
ATCC 14028 e quatro constituídos de meio de cultura não inoculado. As microplacas 
foram incubadas por 96 horas a 35ºC. Em seguida a placa foi lavada três vezes com 
solução salina tamponada PBS (pH 7,2), secada a temperatura ambiente e corada 
com cristal violeta 1% por 15 minutos. Foram realizadas três novas lavagens, agora 
com água destilada, e secagem em temperatura ambiente para, em seguida, serem 
submetidas a observação em leitora de microplacas (Babsystems, MultiSkan EX), 
com leitura de 540 nm. Para avaliar os resultados de absorbância, adaptado de 
Stepanović et al. (2000), a média da densidade óptica dos quatro poços de cada 
amostra (Doa) foi comparada com a média da absorbância dos controles negativos 
(Docn). Para determinar o grau de formação de biofilme foi utilizada a seguinte 
classificação: não formadora de biofilme (Doa≤Docn), fracamente formadora de 
biofilme (Docn< Doa≤ 2.Docn), moderadamente formadora de biofilme (2.Docn< 
Doa≤ 4.Docn) e fortemente formadora de biofilme (4.Docn<Doa). 
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4.3 Formação de biofilmes em poliuretano e polipropileno 
 
Figura 1 - Fluxograma da metodologia empregada para avaliar a formação de biofilmes em PU e PP 
seguido do desafio com sanitizantes e recuperação das células viáveis. 
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Para cada uma das estirpes de Salmonella testadas no estudo de formação de biofilmes em PP e PU, 
foram realizadas três repetições e cada análise foi realizada em duplicata em cada um dos tempos 5, 
10, 15, 30 no PU e 5, 10, 15 no PP. Em que: poliuretano (PU), polipropileno (PP), alcalino clorado 
(AC), ácido peracético (AP) e alcalino clorado com ácido peracético (AC+AP). 
 
O fluxograma da metodologia empregada para avaliar a formação de 
biofilmes em PU e PP seguido do desafio com sanitizantes e recuperação das 
células viáveis está representado na Figura 1. 
O poliuretano (PU) e o polipropileno (PP) são os materiais utilizados para 
fabricar as esteiras transportadoras das salas de corte, de onde as estirpes 
bacterianas foram isoladas (Figura 2). O PU compõe as esteiras lisas e o PP as 
modulares. 
Slides de 1 cm2 de PU e PP foram seccionados, lavados e autoclavados em 
frascos com 10 mL de caldo LB (Difco™). Como os slides tinham três dimensões, e 
por isso o biofilme poderia se formar em todos os lados, foi calculada a área total de 
cada slide, que era 2,4 cm2 para o de PP e 2,8 cm2 para o de PU. O valor da área do 
slide foi utilizado para a conversão das contagens em placa em UFC/cm2.  
Nessa etapa do estudo foram selecionadas três estirpes, uma de cada grau 
de classificação na formação de biofilmes em poliestireno. Um volume de 15 mL de 
caldo LB na concentração de 108 UFC/mL equivalente a 0,5 na escala de 
MacFarland foi adicionado aos frascos contendo os slides estéreis. Para a formação 
de biofilmes os frascos foram mantidos por 96h a 37ºC sob agitação de 100 RPM em 
Orbital Shaker (BIOSAN®). Adicionalmente um frasco contendo os slides estéreis e 












Figura 2 - Slides de Poliuretano (PU) e Polipropileno (PP) utilizados para testar adesão in vitro das 





4.3.1 Tratamento com sanitizantes 
 
 
Após realização do protocolo de formação de biofilmes conforme descrito no 
item 4.3, foi feita a transferência dos slides de PP e PU para uma placa de 
poliestireno de 24 poços (NEST®) e a lavagem com PBS para remoção das células 
planctônicas, os slides foram tratados com 1 mL dos sanitizantes em três 
tratamentos: 
-Tratamento AC: Detergente alcalino clorado Sanifoam® (A&B) a 4%; 
-Tratamento AP: Ácido peracético Peracid® (A&B) 0,2%;  
-Tratamento AC+AP: inicialmente Sanifoam® (A&B), removido para 
posteriormente desafiar o biofilme formado com o Peracid® (A&B).  
Os tempos de contato dos slides com os desinfetantes foram 5, 10 e 15 
minutos. Para os slides de PU utilizou-se adicionalmente o tempo de 30 minutos. As 
concentrações utilizadas seguiram as recomendações dos fabricantes (Apêndices A 
e B). Cada placa era feita em duplicata, uma para recuperar as bactérias dos slides 
no dia do tratamento e outra, após acréscimo de 1 mL de caldo LB (Difco™) e nova 
incubação por mais 96h a 37ºC. Em cada placa havia seis poços controle, três 




4.3.2 Quantificação de micro-organismos viáveis 
 
  
Para a remoção das células viáveis dos slides foi utilizada uma metodologia 
adaptada de Nguyen & Yuk (2013) onde tanto os slides sem tratamento (controle 
positivo), quanto os tratados, foram transferidos para tubos de ensaio (180x20 mm) 
contendo 5 mL de solução salina e 20 a 25 esferas de vidro estéreis de 0,4 e 0,5 mm 
de diâmetro. Os tubos foram mantidos no vortex por 3 minutos com o objetivo de se 
extrair as células de Salmonella aderidas ao slide. Posterior a isso, os tubos do 
controle positivo eram diluídos em solução salina na proporção 1:100 para 
possibilitar a contagem em placa de ágar TSA (Difco™). Os tubos com os slides 
tratados com os sanitizantes, após a agitação em vortex tiveram 100µL semeados 
em superfície (spread plate) em ágar TSA (Difco™) para a contagem de micro-
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organismos formadores de biofilme que ainda permaneceram viáveis. A mesma 
metodologia era realizada com os slides com mais 96h de incubação, com a 
diferença que nestas quando observada previamente a turvação no poço, eram 
utilizadas adicionalmente placas de ágar XLD (Difco™) para assegurar que não 
houve qualquer contaminação durante o processo.  
Também foram transferidos 100 µL de cada tubo após agitação em vortex 
para uma placa de poliestireno de 96 poços (NEST®) para posterior avaliação 
colorimétrica com 50 µL XTT sodium salt - ≥90% a 5 mg/mL, sinônimo de 2,3-Bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salte (Sigma-
Aldrich®) e 4 µL de Menadiona (Sigma-Aldrich®) a 1mM incubados sob agitação de 
70 RPM em Orbital Shaker (BIOSAN®) por 4h a 35ºC. A diluição e os cuidados 
necessários com XTT e a Menadiona foram segundo Chandra et al., (2008). E a 
leitura realizada em leitora de microplacas Polaris (Celer®) a 492 nm.  
Para avaliar os resultados de absorbância, adaptado de Stepanović et al. 
(2000), da mesma maneira que realizado nos biofilmes em poliestireno, a média da 
densidade óptica dos poços de cada combinação de tratamento (Dot) foi comparada 
com a média da absorbância dos controles negativos (Docn). Para determinar a 
diferença entre as combinações e o controle negativo foi utilizada a seguinte 
classificação: ausente (Dot≤Docn), fraca (Docn< Dot≤ 2.Docn), moderada (2.Docn< 
Dot≤ 4.Docn) e forte (4.Docn<Dot). 
As médias das contagens em placa em log10 (UFC/cm
2) e das leituras de OD 
foram submetidas à análise de variância (fatorial triplo) e comparação de médias 




4.4 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 
 
 
A suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinada segundo as normas 
M31-A3 (CLSI 2008) e M100-S23 (CLSI 2013) do Clinical and Laboratory Standards 
Institute para disco-difusão em ágar. Foram testados 18 agentes antimicrobianos de 
sete classes distintas: (1) beta-lactâmicos divididos em 3 subclasses: penicilínicos: 
ampicilina (AMP; 10 μg), cefalosporínicos: cefaclor (CFC; 30 μg) e ceftiofur (CTF; 30 
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μg) e carbapenêmicos: meropenem (MER; 10 µg) e imipenem (IPM; 10 µg); (2) 
aminoglicosídeos: estreptomicina (EST; 10 μg), tobramicina (TOB; 10 μg), 
gentamicina (GEN; 10 μg), amicacina (AMI; 30 μg) e neomicina (NEO; 30 μg); (3) 
quinolonas: enrofloxacina (ENO; 5 μg), ácido nalidíxico (NAL; 30 μg) e ciprofloxacina 
(CIP; 5 μg); (4) sulfonamida e trimetoprim: sulfa/trimetoprim (SUT; 25 μg); (5) 
tetraciclinas: tetraciclina (TET; 30 μg); (6) fenicóis: cloranfenicol (CLO; 30 μg) e  
florfenicol (FLF; 30 μg) e (7) polimixinas: polimixina B (POL, 300 UI). Foram 
consideradas multirresistentes as estirpes que mostraram fenótipo resistente a pelo 
menos três classes antimicrobianas testadas (NGOI; THONG, 2013). Como controle 
de qualidade do teste foi utilizada a estirpe de Escherichia coli ATCC 25922. 
A produção da enzima beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) foi 
avaliada pelo método de disco-difusão dupla (PITOUT et al., 2003). O disco central 
utilizado foi amoxilina mais ácido clavulânico (AMX/AC; 20/10 μg). Em um raio de 20 
mm a partir do centro deste foram colocados quatro discos, dois de cefalosporinas 
de terceira geração: cefadizima (CAZ; 30μg) e ceftriaxona (CRO; 30μg); uma 
cefalosporina de quarta geração: cefepime (CPM, 30μg); e um monobactâmico: 
aztreonam (ATM; 30μg) (SOUSA JUNIOR et al., 2004). O controle de qualidade foi 
realizado com a estirpe de Escherichia coli ATCC 25922. As amostras foram 
consideradas positivas quando as zonas de inibição em torno de qualquer 
cefalosporina foram aumentadas na direção do disco com ácido clavulânico e 
quando o halo de inibição em torno de pelo menos uma das cefalosporinas foi 
inferior a 19 mm (EUCAST, 2013).  
A análise estatística para explorar a associação entre o isolamento de 
estirpes ESBL positivas e a sala de corte de origem foi realizada pelo teste Qui-
quadrado num intervalo de confiança de 95%, utilizando o Statistical Analysis 
Package (SAS). Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
 
 
4.5 Pesquisa de genes relacionados à formação de biofilmes 
 
 
As estirpes de Salmonella sp. foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 
35ºC por 24h. Após a incubação 1mL foi transferido para um microtubo estéril e 
centrifugado a 10.000 x g durante 1 minuto. O sobrenadante foi dispensado e o 
40 
 
pellet ressuspenso em 200μL de água MilliQ estéril. O microtubo foi homogeneizado 
em vórtex por 30 segundos e posteriormente aquecido em banho maria a uma 
temperatura média de 95ºC por 10 minutos. Em seguida o microtubo foi novamente 
centrifugado a 10.000 x g durante 1 minuto. O sobrenante, que consistia no DNA 
molde, foi transferido para um novo microtubo.  
A PCR duplex foi realizada em um volume total de 25 μL: 2,5 μL de tampão 
10X, 2,5 mM de cloreto de magnésio, 200 mM de cada dNTP (Ludwig Biotec), 1,25 
U de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec), 10 pmol de cada primer (Tabela 2), água 
destilada ultrapura qsp (Invitrogen™), e 3 μL de DNA. A PCR foi realizada em um 
termociclador Veriti 384-well Thermal Cycler (Applied Biosystem). Ciclo inicial de 
94ºC por 5 minutos para desnaturação inicial, seguido por 35 ciclos de 94°C/30 s, 
60°C/30 s, e 72ºC/30 s. A temperatura para extensão final foi 72ºC/4 min. Como 
controle negativo foi utilizado água destilada ultrapura e como controle positivo a 
estirpe de referência de Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Foram utilizados 
pares de primers para os gene csgD e adrA desenhados por Oliveira et al. (2014). 
Estes autores utilizaram o programa Primer Blast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), número de acesso: NC 0031971, para o gene 
csgD 1252660, intervalo: 1229728–1230378 e para o gene adrA 1251904; intervalo: 
438129–439241.  
A visualização do produto da PCR foi realizada em cuba de eletroforese 
(Electrophoresis Power Supply Model EPD 600 - Amersham-Pharmacia Biotech Inc.) 
usando gel de agarose (2% Ludwig Biotec) em tampão de Ácido Bórico-Tris-EDTA 
(TBE) e revelados com Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™). Os fragmentos de 
DNA foram comparados com marcadores de peso molecular de 50 pb (Ludwig 
Biotec) e a imagem foi capturada em analisador de imagens (AlphaImager®). 
Tabela 2 - Sequência 5’ – 3’ e pb dos primers csgD e adrA utilizados no estudo. 
 
Primer Sequência 5’ – 3’ pb 
csgD F TGCGGACTCGGTGCTGTTGT  
csgD R CAGGAACACGTGGTCAGCGG 123 
adrA F GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT  
adrA R GCCCATCAGCGCGATCCACA 92 
 
 





Para observação em microscópio eletrônico de varredura foram 
selecionados slides de cada material utilizado na formação de biofilme (PP e PU) 
sem inóculo e com biofilme formado por uma estirpe classificada como fortemente 
formadora de biofilmes em poliestireno.  
Foram realizados dois tipos de fixação do biofilme nos slides. Ambos foram 
fixados em glutaraldeído a 3% diluído em solução salina tamponada PBS (pH 7,2) e 
um slide de cada material foi posteriormente desidratado com acetona.  
As amostras foram submetidas ao Centro de Microscopia Eletrônica do Setor 
de Ciências Biológicas da UFPR - Curitiba. Após a obtenção do ponto crítico e 
cobertura com ouro foi realizada a caracterização topográfica das superfícies por 
meio do microscópio eletrônico de varredura modelo VEGA 3 (Tescan®) sob uma 
aceleração de 15 kV. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 




Todas as 98 estirpes de Salmonella sp. testadas foram positivas para os 
genes csgD e adrA (Figura 3). Estes resultados são semelhantes aos de Dantas 
(2013), Oliveira et al. (2014) e Vivian (2014) que também encontraram os genes 
csgD e adrA em todas as estirpes de Salmonella testadas. Embora existam 
resultados consistentes sobre a existência de genes específicos para a formação e 
sinalização dos biofilmes como os genes csgD e adrA por exemplo, não é possível 
afirmar somente pela análise molecular, sem uma observação das condições 
ambientais, que as estirpes de fato, formam biofilmes (MONDS & O’TOOLE, 2009). 
Além disso, outros genes, além dos pesquisados neste estudo podem ser 
identificados em biofilmes formados por Salmonella (HERMANS et al., 2011). 
 










Figura 3 - Amplificação da PCR para detecção dos genes csgD (123pb) e adrA (92 pb).  
Coluna 1: marcador de peso molecular de 50pb, 2: controle positivo S. Typhimurium ATCC 14028, 3 a 
7: amostras, 8: controle negativo. 
  
Neste estudo todas as estirpes demonstraram habilidade de formar biofilmes 
nas placas de 96 poços de poliestireno. A estirpe de referência utilizada (Salmonella 
Typhimurium ATCC 14028) demonstrou habilidade fraca. Somente uma estirpe, 
oriunda da esteira lisa com água foi fortemente formadora conforme a classificação 
sugerida por Stepanović et al. (2000). Oliveira et al. (2014) avaliaram a habilidade de 
Salmonella em formar biofilmes em diversos materiais e diferentes temperaturas. 
Observaram que 98,3% das estirpes formaram biofilmes em algum material em pelo 
menos em uma temperatura testada, e nenhuma estirpe foi fortemente formadora. A 
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maioria das estirpes avaliadas neste estudo (69) foram fracamente e 28 foram 
moderadamente formadoras de biofilmes. 
A maior ou menor habilidade que as culturas microbianas têm em se aderir 
às superfícies está diretamente relacionada ao tipo de substrato (SHI & ZHU, 2009), 
sendo que a maioria dos estudos de biofilmes in vitro utiliza unicamente placas de 
poliestireno (RODRIGUES et al., 2009; DÍEZ-GARCÍA et al., 2012; LIANOU; 
KOUTSOUMANIS, 2012; WANG et al., 2013) como forma de avaliar esta habilidade. 
No entanto, na presente pesquisa foi verificada a capacidade de estirpes de 
Salmonella sp. em formar biofilmes em poliuretano (PU) e polipropileno (PP), que 
são os materiais que compõe as esteiras que transportam os cortes de carne nas 
plantas processadoras de aves, adicionalmente da verificação feita em poliestireno. 
Foi avaliada a interação da classificação das estirpes de Salmonella sp. 
segundo a formação de biofilmes em poliestireno com a formação de biofilmes em 
PU e PP conforme pode ser evidenciado na Tabela 3. Observou-se que as três 
estirpes de Salmonella selecionadas de acordo com sua habilidade de formar 
biofilmes em poliestireno (fraca, moderada e forte) não apresentaram interação com 
os materiais (PU e PP), pois não houve diferenças estatísticas (p>0,05) tanto para a 
contagem em placa (96 e 192h) quanto para a densidade óptica (96h). Ou seja, a 
estirpe considerada fracamente formadora de biofilmes no poliestireno aderiu-se ao 
PU e ao PP da mesma forma que a fortemente formadora. 
Quando observadas as médias de acordo com o tipo de material em 192 h 
de incubação, as contagens em log10 no PP foram estatisticamente diferentes e 
maiores do que as contagens em PU, que sofreram redução quando comparadas 
com a incubação inicial de 96h. Isto indica que há diferenças importantes na adesão 
de Salmonella sp. no material comumente utilizado para estimar a formação de 
biofilmes in vitro, o poliestireno, e nos materiais utilizados nas plantas 
processadoras, o PU e o PP. Por estes resultados há indicação que é necessário ter 
cautela ao traçar comparações e extrapolar resultados entre materiais diferentes, 










Tabela 3 - Médias em log10 (UFC/cm
2
) com 96 e 192 h de incubação e densidade óptica (OD) 
somente com 96h de incubação a 35ºC, conforme a classificação das estirpes de Salmonella sp. 
segundo a formação de biofilme em poliestireno e nos materiais das esteiras. 
 
  Log10 (UFC/cm
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Média 6,22 5,68 0,197 
CV(%) 4,23 8,31 43,05 
Em que ns: não significativo, CV: coeficiente de variação, PU: Poliuretano e PP: polipropileno. Letras 
diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística na comparação de médias pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade.  
Quando observada a densidade óptica com 192 h de incubação (Tabela 4), 
nota-se que houve interação entre a classificação da estirpe conforme a formação de 
biofilmes em poliestireno e os outros materiais testados. No PU as três estirpes 
testadas tiveram médias de OD sem variação estatisticamente significativa. Já as 
médias de leituras de OD no PP foram menores na estirpe fracamente formadora de 
biofilmes em poliestireno e maiores nas estirpes com habilidade moderada e forte. 
Dessa maneira pode-se inferir que o PP, material que compõe a esteira modular, se 
assemelha mais ao poliestireno nos testes de adesão in vitro, concordando que em 
alguns casos é possível correlacionar a formação de biofilme in vitro em microplacas 
de poliestireno com outras superfícies comumente encontradas em instalações 
alimentares (VESTBY et al., 2009; PATEL & SHARMA, 2010). 
 
Tabela 4 - Médias das densidades ópticas (OD) de estirpes de Salmonella sp. conforme a habilidade 
de formação de biofilme em poliestireno e a interação desse fator com PU e PP em 192 h de 
incubação a 35ºC. 
                          Biofilme 
















Letras maiúsculas diferentes nas linhas e minúsculas nas colunas indicam diferença estatística na 
comparação de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variação 38,62%. 
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As médias das contagens de Salmonella sp. no PU neste estudo foram 
superiores às obtidas por Chia et al., (2009) que foram 3,23 log10 (UFC/cm
2). Estes 
autores compararam a adesão de Salmonella em diversas superfícies usualmente 
empregadas na indústria de alimentos.  
As contagens de Salmonella sp. aderidas aos slides sem tratamento com 
sanitizantes também foram úteis para demonstrar que a metodologia das esferas de 
vidro utilizada para a remoção das células viáveis cumpriu seu propósito 
adequadamente. Além desta metodologia podem ser utilizados swabs e sonicação 
para a remoção dos micro-organismos aderidos (LI et al., 2014), sendo que ambas 
podem subestimar as contagens, swabs devido à dificuldade de remover 
completamente as células aderidas, enquanto que a sonicação conforme tempo e 
intensidade utilizados podem romper as células (ASSÉRÉ et al., 2008). 
Na Tabela 5 é demonstrada a média da contagem residual (log10 UFC/cm
2) 
das estirpes de Salmonella sp. em PU sem tratamento (controle) e desafiadas com 
sanitizantes (AC, AP e AC+AP) por tempo de contato. A recuperação das células 
viáveis foi realizada logo após o desafio com sanitizantes do biofilme incubado 
durante 96h. Embora nos resultados sem tratamento com sanitizantes (Tabela 3) a 
formação de biofilme após reincubação foi maior no PP do que no PU, fornecendo a 
impressão de que o PP foi o melhor material para a adesão de Salmonella sp., 
somente foram recuperadas células viáveis a partir dos slides de PU. Um dos 
motivos para esse resultado é a maior rugosidade dessa superfície em comparação 
com o PP (Figura 4). Nota-se que apesar da recuperação de células viáveis a partir 
dos slides de PU tratados com AP, houve uma redução de mais de 4 log10, o que 
segundo Møretrø et al. (2009) é um valor adequado para considerar a eficácia de um 
sanitizante em células aderidas. As contagens residuais das células do biofilme 
formado por 96h e tratado com AC e AC+ AP não chegaram a níveis detectáveis. 
Dessa forma, na recuperação das células viáveis logo após o tratamento todos os 










Tabela 5 - Efeito dos tratamentos sobre o logaritmo das médias das contagens em placa do biofilme 
formado por Salmonella sp. em poliuretano com 96h de incubação a 35ºC conforme os tempos 
testados. 
  log (UFC/cm
2
) 
Tempo (min) Controle AC AP AC+AP 
5 6,12 0,00 1,42 0,00 
10 6,17 0,00 0,68 0,00 
15 6,16 0,00 0,45 0,00 










Letras diferentes na linha das médias indicam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. Coeficiente de variação 61,67%. Os valores 0,00 correspondem à contagens inferiores 
ao limite de detecção de 1,25 log (UFC/cm
2
) do método utilizado. 
Controle: contagens sem desafio com sanitizantes, AC: tratamento com alcalino clorado, AP: 
tratamento com ácido peracético e AC+AP: tratamento com uma combinação de ambos. 
  
Para investigar a eficácia de desinfetantes no processamento de alimentos, 
Møretrø et al. (2012) preconizaram que os métodos aplicados mimetizem as 
condições reais. Para tornar o estudo in vitro realizado semelhante às condições 
reais de sanitização aplicadas na indústria, foram utilizados os mesmos materiais 
das esteiras onde se realizou o isolamento das estirpes de Salmonella sp. 
Adicionalmente foram utilizadas estirpes isoladas em plantas processadoras de aves 
em vez de estirpes de referência, e os sanitizantes comumente utilizados na 
indústria de alimentos. 
Na Tabela 6, ao observar as médias em log10 após o desafio do biofilme 
formado em PU e a reincubação dos slides por mais 96h nota-se que as médias por 
tratamento foram diferentes estatisticamente. As médias do tratamento AP foram as 
maiores e, consequentemente, as que mais se aproximaram às médias do controle 
positivo e a maior redução do biofilme ocorreu nos tratamentos AC e AC+AP que 
não diferiram entre si. Quando comparadas as médias por tratamento ao longo do 
tempo de contato do sanitizante com o slide, não foram observadas variações 
estatisticamente significativas (p>0,05).  
Não houve interação dos sanitizantes testados com os tempos de contato 
(p>0,05), por que desde os 5 minutos o ácido peracético isoladamente demonstrou 
menor eficácia, mantendo o log10 elevado nas médias dos demais tempos testados. 
Enquanto que os tratamentos com alcalino clorado isolado e em associação com o 
ácido peracético reduziram o log10 já aos 5 minutos e mantiveram um efeito de 
redução constante nos demais tempos. Embora microbiologicamente 4,80 e 1,57 
log10 de UFC/cm
2, por exemplo, sejam consideravelmente diferentes, ao realizar o 
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tratamento estatístico dos resultados o coeficiente de variação obtido foi elevado 
(65,83%), resultando em uma diferença mínima significativa (DMS) de 3,67 log10 
(UFC/cm2).  
Para melhor analisar o fator tempo, foi realizada uma comparação de médias 
com a exclusão do controle positivo, e nesta comparação observou-se que com o 
aumento do tempo de contato com os sanitizantes testados a média em log10 
diminuiu. 
 
Tabela 6 - Efeito dos tratamentos sobre o logaritmo das médias das contagens em placa do biofilme 
formado por Salmonella sp. em PU com 96h de incubação, seguido de nova incubação por 96h (total 
192h), conforme os tempos testados. 
 
    log (UFC/cm
2
) 
Tempo (min) Controle AC AP AC+AP Média (sem controle) 
5 4,62 1,57 4,80 2,21 2,86
a
 
10 5,20 1,56 2,73 1,24 1,84
ab
 
15 5,16 0,00 3,77 1,12 1,63
ab
 











   
 
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística na comparação de médias pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variação 65,83%. Os valores 0,00 correspondem à 
contagens inferiores ao limite de detecção de 1,25 log (UFC/cm
2
) do método utilizado. Em que 
Controle: contagens sem desafio com sanitizantes, AC: tratamento com alcalino clorado, AP: 
tratamento com ácido peracético e AC+AP: tratamento com uma combinação de ambos. 
 
Na análise da média dos tratamentos ficou evidente que os tratamentos AC 
e AC+AP foram estatisticamente iguais e reduziram as contagens de Salmonella em 
mais que 4 log10. Mesmo nas condições de reincubação do presente experimento, o 
sanitizante alcalino clorado demonstrou ser efetivo sobre células bacterianas 
aderidas, diferentemente do ácido peracético, cujas contagens reduziram somente 
1,87 log10 em relação à média do controle, uma redução menor do que a necessária 
para considerá-lo efetivo (MØRETRØ et al., 2009). Contudo, neste estudo só foi 
testada a concentração de 0,2% de AP, sendo que a recomendação de uso pode 
variar de 0,1 a 1,5%. 
Esta variação observada nas contagens dos slides avaliados logo após o 
tratamento e os slides reincubados pode ser decorrente do estresse provocado 
pelos sanitizantes nas células de Salmonella o que as impede de formarem colônias 
em placa logo após o tratamento. Mas quando retornam a uma condição ótima de 
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incubação tornam-se viáveis novamente e formam colônias, fato que é mais um 
alerta para a realização adequada do Procedimento Padrão de Higiene Operacional 
(PPHO) nas indústrias. Vale ressaltar que o PPHO das indústrias utiliza uma 
combinação de sanitizantes e água de enxágue em temperaturas elevadas, fator 
não avaliado neste experimento. 
A injúria provocada pelo uso dos sanitizantes pode ter levado as estirpes de 
Salmonella a um estado viável mas não cultivável (VBNC). Peneau et al. (2007) em 
estudo que avaliou formação de biofilme por Pseudomonas fluorescens em slides de 
cerâmica e tratados com alcalino clorado a 2% utilizaram um marcador de 
viabilidade chamado CTC (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride). Estes autores 
argumentaram que algumas das células podem se dividir e formar microcolônias no 
slide, mesmo que não possam formar colônias visíveis em placas de TSA. E que 
estas células que respiram, se dividem e são marcadas pelo CTC de fato são células 
VBNC. Oliver (2005) relatou que as células tendem a entrar no estado VBNC em 
resposta a fatores estressantes como privação de nutrientes, incubação fora do 
intervalo de crescimento, exposição a agentes biocidas entre outros. E que diversos 
micro-organismos incluindo alguns patogênicos como Salmonella e Listeria 
monocytogenes já mostraram o estado VBNC. A partir dos resultados deste estudo é 
possível afirmar que a reincubação por 96h adicionais dos slides desafiados com 
sanitizantes possibilitou a reversão do estado VBNC em algumas células de 
Salmonella. 
As contagens em placa dos slides de PP na sequência do desafio com os 
sanitizantes (96h) e após reincubação (192h) em todos os tempos e tratamentos 
testados não chegaram a níveis detectáveis. Um dos motivos para esses resultados 
foi a maior lisura da superfície do PP quando comparado ao PU (Figura 4), o que 
facilitou a remoção das bactérias aderidas. Vale ressaltar que essa afirmação 
provém da análise de um slide com 1 cm2 e não pode ser completamente 
extrapolada para condições reais. Nesse caso, a conformação da superfície de 
contato com o alimento interfere na adesão bacteriana e principalmente na 
facilitação ou não da higienização. 
Na análise do PU e do PP ao microscópio eletrônico de varredura com um 
aumento de 1000x (Figura 4: A e B) observa-se que a topografia do PU é mais 
rugosa que a do PP. Semelhante a imagem do PU obtida por Chia et al. (2009) por 
microscopia de força atômica. Naquele estudo, embora o PU aparentemente seja o 
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material mais rugoso, a adesão de Salmonella foi significativamente maior no 
Teflon®. 
As imagens C e D são respectivamente do PU e PP com adesão de 
Salmonella sp. e fixação somente com glutaldeído 3% em um aumento de 1000x. As 
imagens E e F são do aumento de 10000x das imagens C e D. Em G e H (PU e PP 
respectivamente) com fixação em glutaldeído 3% seguido de acetona num aumento 
de 10000x observa-se a adesão de Salmonella sp. somente no PU. A etapa de 
preparo para a visualização com acetona pode ter removido as células de 







































































Figura 4 - Imagens obtidas por mev. Na esquerda poliuretano e na direita polipropileno. (A) e (B) sem 




As leituras médias de OD das células de Salmonella sp. aderidas ao PP na 
comparação do controle com os tratamentos, diferentemente do PU, foram 
estatisticamente diferentes entre si (Tabela 7). Após o desafio do biofilme formado 
no PP por 96h as médias de OD dos tratamentos AC e AC+AP foram 
estatisticamente diferentes do controle positivo (p>0,05). Após a reincubação (192h), 
somente as médias de OD do tratamento AC+AP foram diferentes do controle 
(p>0,05). A densidade dos próprios sanitizantes pode ter interferido nas leituras de 
OD.  
 
Tabela 7 - Efeito dos tratamentos sobre as densidades ópticas médias do biofilme formado por 
Salmonella em PU e PP com 96h de incubação e seguido de nova incubação por 96h (total 192h) e 
extraído sob agitação em vortex. 
 
Densidade Óptica Média (OD) 








































Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística na comparação de médias pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. 
Controle: contagens sem desafio com sanitizantes, AC: tratamento com alcalino clorado, AP: 
tratamento com ácido peracético e AC+AP: tratamento com uma combinação de ambos. PU: 
Poliuretano e PP: polipropileno. 
 
Embora Tsukatani et al. (2008) tenham encontrado relações lineares entre 
OD e a contagem de colônias microbianas viáveis em placas, da maneira como 
foram avaliadas nesse estudo essas leituras sofreram influência de outros fatores 
como a agitação para a remoção das células aderidas, o sanitizante e o próprio 
indicador de viabilidade celular. Martín-Espada et al. (2014) mostraram que medição 
da OD em testes de eficácia de sanitizantes foi capaz de substituir a contagem em 
placa. No entanto neste estudo a inspeção visual das placas após a adição do 
marcador de respiração celular XTT e verificação da cor laranja a olho nu refletiram 
exatamente os tratamentos em que foi possível recuperar células viáveis através de 
contagens em placa, diferentemente das leituras de OD que não puderam ser 
completamente relacionadas às contagens.  
Para amenizar os fatores que interferiram na OD, foi realizada uma 
comparação das médias das leituras da OD das três repetições de cada estirpe 
(fraca, moderada e forte) por tempo de contato com as leituras dos controles 
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negativos, estes slides passaram exatamente pelos mesmos processos, só não 
receberam inóculo bacteriano (Tabela 8). Esta comparação foi adaptada da leitura 
dos biofilmes em placas de poliestireno proposta por Stepanović et al. (2000). A 
Tabela 8 foi confeccionada com intuito de evidenciar a diferença das leituras de OD 
das células do biofilme formado nos dois materiais em 96h e após reincubação 
(192h). 
 Para tanto, na Tabela 8 são mostradas as classificações em “ausente”, 
“fraca” e “moderada” quanto a diferença das leituras da OD das células do biofilme 
em relação ao controle negativo. Não houve nenhuma combinação de tempo e 
tratamento classificada com diferença “forte” em relação ao controle negativo. Nota-
se na coluna que representa o total das classificações em 96h e após reincubação 
(resultado entre parêntesis), que em ambos os materiais após a reincubação 
aumenta a diferença na leitura da OD em relação ao controle negativo. Observando 
os tempos em cada tratamento, na maioria, a classificação das três combinações 
não mostraram alterações ou apresentaram um aumento na classificação da 
diferença em relação ao controle negativo em 96h e 192h. Este aumento na 
classificação pode ser decorrente de células que foram capazes de se multiplicar, 
porém não formaram colônias em TSA, ou seja, células no estado VBNC. 
Com exceção do tratamento AC+AP que em ambos os materiais no tempo 
10 e 15 e somente no PP no tempo 5, a classificação em relação ao controle 
negativo reduziu após a reincubação. Esse resultado pode ter relação com as altas 
leituras do controle negativo com 192h de incubação, que podem ser evidenciadas 
pela diferença das médias dos controles negativos de todas as repetições (médias 
das leituras de OD dos controles negativos com 96h de incubação subtraídas das 
médias com 192h) que no tratamento AC+AP foram estatisticamente maiores que 
nos demais tratamentos (Tabela 9). A avaliação da OD após a adição do marcador 
de viabilidade XTT visou investigar as células VBNC. Contudo as leituras dos 
controles negativos em alguns casos foram idênticas as leituras de poços em que foi 
possível recuperar UFC em placa, fato que inviabilizou realizar maiores inferências 








Tabela 8 - Classificação das estirpes quanto à diferença de OD em relação ao controle negativo 











AC: tratamento com alcalino clorado, AP: tratamento com ácido peracético e AC+AP: tratamento com 
uma combinação de ambos. PU: Poliuretano e PP: polipropileno. O número fora de parêntesis 
representa a classificação em 96h, entre parêntesis 192h. 
 
Tabela 9 - Médias das leituras de OD dos controles negativos conforme o material, tratamento e 
tempo de incubação. 
Densidades ópticas médias dos controles negativos (OD) 
Incubação Material AC AP AC+AP Média 
96h 
PU 0,142 0,131 0,137 0,137
ns
 









   
192h 
PU 0,158 0,147 0,196 0,167
ns
 









   
192h-96h 
PU 0,016 0,016 0,059 
 








   
ns: não significativo 
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística na comparação de médias pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade.  
 
A maioria dos desinfetantes utilizados na concentração recomendada pelo 
fabricante é eficaz contra Salmonella em testes de suspensão. Como, por exemplo, 
demonstrado por Riazi & Mattews (2011) em S. Enteritidis frente a hipoclorito de 
sódio, gluconato de clorexidina e cloreto de benzalcônio. 
Alguns dos principais sanitizantes utilizados na indústria de alimentos são os 
alcalinos clorados. Nestes agentes de limpeza o cloro atua na remoção de matéria 
orgânica especialmente proteínas, e também tem propriedades de desinfecção 
(AARNISALO et al., 2007). Os melhores resultados de inativação de Salmonella sp. 
na forma de biofilme neste estudo foram obtidos com o uso de AC.  
O ácido peracético também é amplamente empregado na indústria de 
alimentos, bastante apreciado devido às baixas concentrações de uso. O 
Material Diferença 5 10 15 30 5 10 15 30 5 10 15 30 Total
Ausente 1(0) 3(3) 2(1) 0(0) 1(0) 2(2) 1(0) 0(0) 1(1) 1(3) 1(2) 0(0) 13(12)
Fraca 2(3) 0(0) 1(2) 3(1) 2(1) 1(1) 2(3) 2(1) 2(2) 2(0) 2(1) 3(2) 22 (17)
Moderada 0(0) 0(0) 0(0) 0(2) 0(2) 0(0) 0(0) 1(2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(1) 1 (7)
Ausente 1(0) 1(0) 2(0) - 2(0) 3(3) 3(3) - 0(1) 0(3) 0(1) - 12(11)
Fraca 2(1) 2(3) 1(3) - 1(3) 0(0) 0(0) - 2(1) 3(0) 3(2) - 14(13)







mecanismo de ação sobre os micro-organismo é uma reação complexa que em 
geral resulta em oxidação simples, di-hidroxilação das ligações duplas, e na 
formação de radicais livres (WESSELS & INGMER, 2013). O ácido peracético 
utilizado sobre células planctônicas demonstra bons resultados (COLLA et al., 2012; 
VIVIAN, 2014). Em Staphylococcus aureus, por exemplo, o ácido peracético foi 
eficaz contra as células planctônicas e contra as aderidas (VÁZQUEZ-SÁNCHEZ et 
al., 2014) e ineficiente na remoção completa em PP e aço inoxidável (JERÔNIMO et 
al., 2012). Neste estudo, após o tratamento com AP na concentração de 0,2% e 
reincubação foram recuperadas células viáveis o que demonstra que nessa 
concentração não foi possível a eliminação completa de Salmonella sp. no PU. 
Machado et al. (2010) mesmo testando as estipes de S. Typhimurium e S. Enteritidis 
em suspensão, sabidamente mais sensíveis do que as sésseis, também observaram 
tolerância nas concentrações de 0,2 e 0,3%. Marin et al. (2009) também 
demonstraram que as concentrações de glutaraldeído, formaldeído e peróxido de 
hidrogênio utilizadas a campo foram insuficientes contra biofilmes formados por 
Salmonella.   
Estes resultados apontam para a necessidade de mais estudos a fim de 
encontrar concentrações de ácido peracético eficazes in vitro e in situ. 
Adicionalmente, alertam para a necessidade de revisão metodológica nos testes 
oficiais de verificação da eficácia dos sanitizantes, para que sejam estendidos 
também a diferentes espécies bacterianas formadoras de biofilmes.   
 
 
5.2  Multirresistência a antimicrobianos e produção de ESBL por Salmonella sp. 
 
 
Todas as estirpes testadas (98) demonstraram algum grau de formação de 
biofilmes. Nos resultados obtidos no teste de suscetibilidade, somente três estirpes 
apresentaram-se sensíveis a todos os antimicrobianos testados, quatro foram 
resistentes a uma classe, sete a duas classes e 84 (86%) foram consideradas 
multirresistentes (resistentes a três ou mais classes). Foram observadas diferenças 
quanto a sensibilidade conforme a sala de corte, o que pode ter relação com as 
diversas origens dos frangos abatidos e a exposição à estirpes com perfis de 
resistência aos antimicrobianos distintos ao longo da criação. Podem ainda estar 
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relacionadas a variações no manejo e administração de antimicrobianos 
preconizados pela empresa integradora. As únicas estirpes sensíveis a todos os 
antimicrobianos testados (3/98) eram originárias da Sala 3, e representaram 16% 
(3/19) do total de estirpes isoladas a partir de amostras desta sala. Ainda na Sala 3 o 
mesmo percentual de resistência foi detectado a uma e a duas classes 
antimicrobianas e 52% (10/19) foram multirresistentes. Contudo, nas Salas 1, 2 e 4 
as estirpes de Salmonella sp. foram multirresistentes em 100% (26/26), 87% (20/23) 
e 93% (28/30), respectivamente.  
O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos já foi utilizado para a 
biotipagem de Salmonella Enteritidis (STUBBS et al., 1994). E em alguns estudos os 
diferentes perfis de resistência encontrados foram confrontados com os resultados 
dos agrupamentos gerados pelo pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (XIA et al., 
2009; NGOI & THONG, 2013; KEELARA et al., 2014).  
Por outro lado, pesquisadores como Malcova et al. (2008) defendem que há 
correlação entre a formação de biofilmes e a resistência antimicrobiana. Em especial 
devido à menor taxa de crescimento e maior troca de material genético entre as 
células do biofilme (GHIGO, 2001). O que pode favorecer a troca de plasmídeos 
contendo genes de resistência. 
Todos os perfis de resistência e a classificação quanto a formação de 
biofilmes das estirpes multirresistentes conforme a sala de origem, juntamente com o 
percentual correspondente em cada sala são mostrados na Figura 5. A única estirpe 
fortemente formadora de biofilmes era originária da Sala 2, mostrou-se negativa para 
ESBL e demonstrou resistência frente aos aminoglicosídeos, quinolonas e 
tetraciclinas. Nas estirpes positivas para ESBL, o perfil de resistência mais freqüente 
foi frente às classes dos beta-lactâmicos, quinolonas e tetraciclinas (38/44), e nas 
ESBL negativas foi frente aos aminoglicosídeos, quinolonas e tetraciclinas (36/54). 
Nos últimos anos, tem sido observado um aumento na resistência a antimicrobianos 
em Salmonella spp. isoladas de alimentos de origem animal, especialmente nos 
produtos avícolas (ANTUNES et al., 2003; HUR et al., 2011; BACCI et al., 2012; 










































































Figura 5 - Distribuição dos perfis de resistência das estirpes de Salmonella sp. multirresistentes 
conforme o resultado de ESBL, produção de biofilmes e sala de corte de origem. 
*β-LAC: beta-lactâmicos; AMI: aminoglicosídeos; QUI: quinolonas; SUT: sulfonamida e trimetoprim; 
TET: tetraciclinas e POL: polimixinas. Nº de cepas e % dentro de cada sala de corte. 
 
Os resultados percentuais do teste de suscetibilidade de Salmonella sp. aos 
antimicrobianos testados estão na Figura 6. Nesse estudo, 100% das estirpes foram 
sensíveis a ciprofloxacina e 95% foram resistentes ao ácido nalidíxico. Ling et al. 
(2003) e Hamidiam et al. (2011) sugerem que uma baixa resistência in vitro à 
ciprofloxacina decorre de uma mutação no gene gyrA, e que a resistência in vitro ao 
ácido nalidíxico pode ser usada para detectar o real índice de resistência à 
ciprofloxacina. As fluoroquinolonas são os únicos antimicrobianos que agem 
diretamente no DNA bacteriano, especificamente nas enzimas topoisomerase IV e 
DNA girase (BLONDEAU, 2004). A resistência à essa classe deve ser reportada em 
conjunto, como preconiza o CLSI (2013), em que a resistência a um fármaco implica 
57 
 






















na resistência à toda a classe. Deve-se atentar a isso pois na medicina humana as 
fluoroquinolonas são consideradas os antibióticos de eleição quando preconizado o 
























Figura 6 - Resultados percentuais do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de 
disco difusão em ágar realizado em Salmonella sp. isoladas de salas de corte em plantas 
processadoras de aves. Em que: ampicilina (AMP), cefaclor (CFC), ceftiofur (CTF), meropenem 
(MER), imipenem (IPM), estreptomicina (EST), tobramicina (TOB), gentamicina (GEN), amicacina 
(AMI), neomicina (NEO), enrofloxacina (ENO), ácido nalidíxico (NAL), ciprofloxacina (CIP), 
sulfa/trimetoprim (SUT), tetraciclina (TET), cloranfenicol (CLO), florfenicol (FLF) e polimixina B (POL). 
 
Índices de resistência elevados também foram vistos frente à tetraciclina 
(91%), sendo que este antimicrobiano foi amplamente utilizado de maneira profilática 
em rações de frangos de corte até sua proibição no Brasil (BRASIL 1992). A 
resistência de Salmonella spp. isoladas na cadeia produtiva de frangos tem se 
mostrado variável em todo o mundo, com percentuais entre 96,6% e 21,8% (MANIE 
et al., 1998; CARRAMIÑANA et al., 2004; THAI et al., 2012). No Brasil, Oliveira et al. 
(2005) consideraram baixos (15,4%) os índices de resistência encontrados em 
Salmonella Enteritidis isoladas a partir de humanos, carcaças de frangos, outras 
amostras relacionadas a aves e alimentos envolvidos em surtos alimentares na 
região sul. Os elevados índices de resistência observados podem estar relacionados 
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a difusão dos diversos genes tet que conferem resistência de Salmonella a 
tetraciclinas (PEZZELLA et al., 2004). 
A resistência frente aos aminoglicosídeos estreptomicina e gentamicina foi 
de 19% e 15%, respectivamente. Embora algumas estirpes sejam suscetíveis in 
vitro, essa classe antimicrobiana tende a não ser escolhida para o tratamento de 
Salmonella spp. pois existem alternativas mais eficientes (ZEMBOWER et al., 1998). 
Adicionalmente, 97% das estirpes foram sensíveis ao cloranfenicol, um dos 
primeiros fármacos utilizados na veterinária, de uso proibido em animais de 
produção no Brasil desde 1998 (BRASIL, 1998). Martins et al. (2000) isolaram 
Salmonella spp. de miúdos de aves e observaram 54,5% das amostras resistentes 
ao cloranfenicol, índices superiores aos observados neste estudo. Sugere-se que 
esse resultado esteja correlacionado com a proibição do uso desse antimicrobiano 
em aves.  
Outros resultados apresentados por Martins et al. (2000) mostram que 45% 
das estirpes foram resistentes à ampicilina e embora tenham se passado quase 15 
anos entre as pesquisas, o mesmo porcentual foi encontrado neste estudo para os 
beta-lactâmicos ampicilina e cefaclor. A resistência de Salmonella spp. frente à 
ampicilina também foi relatada por outros autores (BACCI et al., 2012; CLEMENTE 
et al., 2014; EGERVÄRN et al., 2014). Já em relação ao ceftiofur, uma cefalosporina 
de 3ª geração, foi observada a maior ocorrência de estirpes com suscetibilidade 
intermediária que somadas às resistentes representaram 39%. As cefalosporinas de 
3ª geração, juntamente com os penicilínicos, carbapenêmicos e quinolonas são os 
antimicrobianos considerados criticamente importantes para o tratamento de 
Salmonella pela OMS (WHO, 2012).   
Todas as estirpes foram sensíveis aos carbapenêmicos testados, esse 
resultado é importante, uma vez que os carbapenêmicos são os antimicrobianos de 
primeira escolha para os micro-organismos produtores de ESBL (ZHANEL et al. 
2007).   
  Em 45% (44/98) das estirpes foi observada produção de ESBL, que 
também foram multirresistentes e resistentes ao ácido nalidíxico. Na Figura 7 
observa-se uma das estirpes produtoras de ESBL pelo método de disco-difusão 
dupla utilizado neste estudo. A diferença da porcentagem de estirpes ESBL positivas 
conforme a sala de corte de origem foi estatisticamente significativa (p<0,001). O 
risco relativo e a razão de chance de isolamento de uma estirpe positiva foram 
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maiores na sala 4, da qual 54% (24/44) das estirpes positivas eram originárias. 
Clemente et al. (2013) em avaliação de 1120 isolados de Salmonella spp. 
provenientes de produtos de origem animal por uma metodologia diferente da 
utilizada neste estudo, encontraram somente cinco produtoras de ESBL. Nogueira-
Miranda et al. (2012) compararam seis metodologias para detecção de ESBL em 
Enterobacter spp. e concluíram que a de disco-difusão dupla apresentou 
sensibilidade de 89,2% e especificidade de 100% para esta espécie. A ausência de 
uma metodologia padrão aprovada por comitês internacionais para avaliar 
fenotipicamente a produção de ESBL por Salmonella spp. pode estar subestimando 




Figura 7 - Estirpe ESBL positiva, observa-se que a zona de inibição em torno do aztreonam (ATM) 
aumentou na direção do disco central com amoxilina com ácido clavulânico (AMX/AC) e os halos em 






Com base nos resultados obtidos conclui-se que: 
Todas as estirpes de Salmonella sp. avaliadas aderiram ao poliestireno 
sendo a maioria classificada como fracamente formadora de biofilmes. 
Todas as estirpes foram positivas para a presença dos genes csgD e adrA.  
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Foram observadas diferenças na adesão de Salmonella sp. no material 
comumente utilizado para avaliar a habilidade de formação de biofilmes in vitro e nos 
materiais utilizados nas superfícies das esteiras nas plantas processadoras de aves, 
de onde as estirpes foram isoladas.  
Todos os sanitizantes industriais nas concentrações testadas sobre o 
biofilme formado por 96h mostraram-se eficazes. Após a reincubação as contagens 
residuais do biofilme formado no poliuretano tratado com ácido peracético 
mostraram uma redução inferior à desejada para considerar um sanitizante eficaz. 
No polipropileno a remoção foi mais efetiva, devido à maior lisura deste material 
observada na microscopia eletrônica de varredura, enquanto que o poliuretano 
mostrou-se mais rugoso.  
Nas condições avaliadas neste estudo, os resultados obtidos pelas leituras 
de OD não concordaram com os resultados das contagens em placa. 
Em relação os testes de suscetibilidade a antimicrobianos, foi observada 
multirresistência em 86% e produção de ESBL por 45% das estirpes avaliadas.  
Os resultados obtidos neste estudo atentam para a importância do 
isolamento de cepas com capacidade de formar biofilmes em superfícies de 
maquinários e utensílios em matadouros-frigoríficos de aves, fato que pode incorrer 
em uma maior permanência desses micro-organismos na indústria e na sua 
consequente transferência para os alimentos.  
Adicionalmente, estes resultados devem ser utilizados como alerta para a 
implantação de programas de autocontrole efetivos, que assegurem o uso da 
concentração adequada e que os sanitizantes atinjam uniformemente todas as 
superfícies a serem higienizadas. De modo a evitar a transferência de micro-
organismos potencialmente patogênicos e por vezes multirresistentes aos 
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